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Seed Purity Testing of F3 Progeny of Rice Lines Derived from a Cross between Pandanwangi x PTB-
33 Estimated by Simple Sequence Repeat Markers 
 
Seeds with high purity is required to produce maximum crop yield. Genetic purity of selected F3 
rice seed progenies derived from a cross between Pandanwangi x PTB33 was estimated by SSR 
(simple sequence repeats) molecular markers. Objective of current experiment was to obtain rice 
seed with high genetic purity (100%) in terms of homogeneity of alleles. The experiment was 
conducted at Laboratory of Plant Analysis and Biotechnology, meanwhile field experiment was 
performed at Ciparanje Experimental Station, Faculty of Agriculture, Universitas Padjadjaran. 
Based on primer designed by Bradbury (aromatic trait) and primers RM589 and RM586 (supposed 
to correlate with brown planthopper resistance gene), seeds of F3 selected  had 100% genetic 
purity. SSR markers applied for each offspring were able to demonstrate the purity of the seed. 
Genotypes with 100% genetic purity can be continued for propagating their seeds. 
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ABSTRAK 
Benih dengan kemurnian genetik tinggi sangat diperlukan untuk produksi tanaman yang 
maksimal. Kemurnian genetik padi generasi F3 hasil persilangan Pandanwangi x PTB-33 diestimasi 
dengan menggunakan marka molekuler SSR. Percobaan ini bertujuan untuk mendapatkan generasi 
F3 yang memiliki kemurnian genetik 100%. Penelitian dilaksanakan di Kebun Percobaan 
Ciparanje, Fakultas Pertanian Universitas Padjadjaran dan Laboratorium Analisis dan Bioteknologi 
Tanaman. Hasil analisis menggunakan primer Bradbury menunjukkan 100% benih murni 
berdasarkan karakter aromatik, begitupun berdasarkan karakter ketahanan terhadap wereng 
(primer RM589 dan RM586) menunjukkan 100% benih murni. Marka molekuler SSR yang 
digunakan untuk verifikasi kemurnian  mampu menunjukkan kemurnian genetik benih padi yang 
tinggi. Genotip PP dapat dilanjutkan untuk pengujian dan atau perbanyakan benih sumber. 
 






Benih padi yang unggul dapat dilihat dari 
mutu benih itu sendiri, yang mencakup mutu 
genetik, mutu fisik dan mutu fisiologis (Sadjad, 
1993). Mutu fisik dilihat dari penampilan benih 
secara fisik, mutu fisiologis merupakan viabilitas dari 
benih tersebut, sedangkan mutu genetik benih salah 
satunya dilihat dari kemurnian genetik benih. 
Pengujian kemurnian genetik benih penting sebagai 
salah satu upaya penjaminan benih bermutu tinggi, 
yaitu sesuai dengan keunggulan benih itu sendiri 
(Budiarti dkk., 2011). 
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Metode pengujian benih secara 
konvensional dilakukan dengan mengamati benih 
secara visual dan verifikasi varietas menggunakan 
cara grow out test (ISTA, 2008). Menurut Wahyuni 
dkk. (2008) pengujian benih secara konvensional 
memiliki beberapa kelemahan antara lain, terdapat 
kemiripan bentuk gabah yang cukup tinggi pada 
beberapa varietas sehingga sulit dibedakan secara 
visual. Kasus lain seperti saat sertifikasi, pengamatan 
berdasarkan observasi visual saja mengakibatkan lot 
benih tidak lulus sertifikasi benih, karena mutu 
benih yang dianggap rendah (Mulsanti, 2011).  
Penggunaaan marka molekuler dapat 
dijadikan sebagai alternatif teknologi baru yang 
dimanfaatkan untuk pengujian kemurnian genetik 
benih yang cepat (tidak harus melalui satu siklus 
pertanaman), tepat dan akurat (tidak dipengaruhi 
oleh faktor lingkungan, stadia pertumbuhan 
tanaman dan tipe sel atau jaringan benih). Pengujian 
ini dilakukan dengan melihat kemiripan atau 
kedekatan antara pola pita yang terbentuk antara 
suatu populasi dengan tetuanya atau dengan standar 
marka yang digunakan (Yashitola et al., 2002). Di 
Indonesia hingga saat ini, pengujian kemurnian 
benih menggunakan marka molekuler belum banyak 
dilakukan, sehingga penelitian ini dapat 
memperkaya wawasan tentang pengujian benih 
menggunakan marka molekuler. 
Metode referensi untuk verifikasi varietas 
termasuk pengujian genetik menggunakan marka 
molekuler telah ditetapkan oleh International Seed 
Testing Asociation (ISTA). Contoh untuk pengujian 
kemurnian genetik benih gandum adalah dengan 
penggunaan SSR (Simple Sequence Repeat), dan 
pada jagung hibrida digunakan metode verifikasi 
dengan UTIELF (Ulthra-thin Layer Isoelectric 
Focusing) (ISTA, 2008). Hal ini menunjukan bahwa 
marka molekuler dapat digunakan sebagai standar 
uji kemurnian genetik benih.   
Sejak beberapa tahun lalu, Laboratorium 
Pemuliaan Tanaman Fakultas Pertanian Universitas 
Padjadjaran telah berupaya untuk merakit varietas 
unggul baru yang memiliki karakter unggul yang 
diharapkan, antara lain perakitan varietas unggul 
baru yang memiliki karakter padi aromatik (kultivar 
Pandanwangi) dan tahan wereng (PTB33), 
menghasilkan genotip PP sejumlah 20 galur 
terseleksi. Benih padi generasi F3 yang merupakan 
hasil silangan dari tetua yang memiliki karakter-
karakter unggul yang diharapkan dan telah diseleksi 
di F2 berdasarkan marka molekuler dan secara 
fenotipik. Kemurnian genetik benih padi tersebut 
belum diuji, guna pengujian awal bagi calon-calon 
galur potensial, diperlukan uji kemurnian genetik 
benih untuk mendukung terakitnya varietas unggul 
yang dapat dijadikan sebagai benih sumber. 
Marka-marka SSR yang akan digunakan 
untuk mendeteksi gen ketahanan terhadap wereng 
pada populasi PP adalah RM589 dan RM586, yang 
mendeteksi gen Bph3 dan bph4 (Jairin et al., 2007). 
Primer untuk mendeteksi aromatik pada populasi PP 
yaitu marka Bradburry terdiri atas Fragrant 
Antisense Primer (IFAP) dan Internal Non-fragrant 
Sense Primer (INSP) (Bradbury et al., 2005). Marka-
marka ini telah terbukti mampu menunjukkan 
polimorfis (pola pita yang berbeda). 
 Gen yang dapat terdeteksi berdasarkan 
marka yang digunakan pada populasi PP kemudian 
dilakukan analisis data dengan melihat pola pita 
DNA yang dibandingkan dengan tetuanya, sehingga 
dapat dihitung persentase kemurnian dari benih padi 
generasi F3 terseleksi. Tujuan penelitian ini adalah 
untuk memperoleh data kemurnian genetik benih 
padi genotip PP generasi F3 yang terseleksi sehingga 
dapat dijadikan dasar untuk langkah seleksi ataupun 




BAHAN DAN METODE 
 
Penelitian dilaksanakan di rumah kaca 
Ciparanje dan Laboratorium Analisis dan 
Bioteknologi Tanaman, Fakultas Pertanian 
Universitas Padjadjaran. Kegiatan penanaman benih 
padi generasi F3 dilakukan di rumah kaca sedangkan 
untuk kegiatan pengujian menggunakan marka 
molekuler dilakukan di Laboratorium Analisis dan 
Bioteknologi Tanaman Fakultas Pertanian 
Universitas Padjadjaran. Penelitian dilaksanakan 
pada bulan April sampai Oktober 2013. 
Kegiatan penanaman benih padi 
memerlukan beberapa peralatan yaitu baki 
persemaian dan ember. Peralatan yang digunakan 
untuk kegiatan percobaan molekuler yaitu sarung 
tangan, pestle, mortar, spatula, micro tube, PCR 
(mastercycler Epgradient dari Eppendorf), 
spectrophotometer (Rayleigh UV-9200), tangki 
elektroforesis, alumunium foil, gel documentation 
system (G-Box dari Syngene), refrigerated 
microsentrifuge (Eppendorf), pipet dan pipet tip 
beragam ukuran, lemari pendingin, dan inkubator. 
Benih padi generasi F3 yang digunakan 
merupakan benih hasil seleksi yaitu genotip PP-228 
(hasil persilangan Pandanwangi dan PTB 33) 
sebanyak 36 tanaman. Bahan tanaman yang 
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digunakan untuk isolasi DNA adalah daun yang 
berumur 3 MST (Minggu Setelah Tanam). Bahan 
yang digunakan dalam percobaan molekuler adalah 
ethanol, isopropanol, fenol, chloroform, ethidium 
bromide, CTAB, PCR kit KAPA2GTM Fast ReadyMix 
(2X) (KapaBiosystems), primer RM589, RM586 dan 
primer Bradburry (Sigma-aldrich), loading dye 
(Thermo-Scientific), aquades, TE buffer, dan mili-Q. 
Isolasi DNA dilakukan dengan metode 
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) 
(Dellaporta et al., 1983).  Pengujian kuantitas dan 
kualitas DNA hasil isolasi dilakukan dengan mesin 
Spectrophotometer (Rayleigh UV-9200). Pengujian 
ini dilakukan untuk mengetahui konsentrasi dan 
kemurnian DNA (Sambrook  &Russel, 1989). 
Amplifikasi PCR dilakukan menggunakan mesin 
PCR Thermocycler (Eppendorf).  
Sebelum melakukan proses elektroforesis, 
dibuat gel terlebih dahulu. Langkah pembuatan gel 
agarose konsentrasi 1,5% yaitu menimbang serbuk 
agarose sebanyak 0,9 gram kemudian dimasukkan ke 
dalam labu erlenmeyer. Serbuk agarose yang sudah 
ditimbang, lalu ditambahkan TBE 0,5X sampai 
volume 60 ml dalam gelas ukur dan dimasukkan ke 
dalam oven microwave ±2 menit. Setelah itu, larutan 
dituangkan ke dalam tray elektroforesis selanjutnya 
dipasang comb untuk mencetak “sumur”. Larutan 
didiamkan hingga dingin dan mengeras. Setelah gel 
agarose mengeras, cetakan comb dicabut.  
Proses selanjutnya yaitu dilakukan 
pengisian tangki dengan memasukkan TBE buffer 
0,5X ke dalam tangki elektroforesis. Gel agarose 
dimasukkan ke dalam tangki elektroforesis, dan 
ditunggu hingga dingin. DNA hasil PCR dimasukkan 
ke dalam “sumur” gel agarose sebanyak 2μl ditambah 
1μl loading dye (Thermo-Scientific). Setelah semua 
“sumur” terisi, dilakukan running elektroforesis. 
Setelah selesai, dilakukan pewarnaan pada gel 
agarose dengan direndam menggunakan larutan 0,2 
μg/ml Ethidium-Bromide selama 30 menit, 
kemudian dipindahkan dan rendam gel agarose 
dalam aquades steril untuk selama 15 menit. Proses 
visualisasi gel agarose dilakukan dengan 
memindahkan ke mesin Gel documentation system 
(G-Box dari Syngene), untuk melihat hasil akhir dari 
amplifikasi yang dilakukan. 
Analisis data yaitu dengan pengamatan pola 
pita DNA hasil visualisasi. Pengamatan pada 
kegiatan marka molekuler yang dilakukan meliputi 
pembacaan pita DNA hasil visualisasi. Pengamatan 
dilakukan dengan melihat pola pita DNA yang 
terbentuk pada generasi F3 yang dibandingkan 
dengan tetua persilangan yang memiliki karakter 
yang diduga terpaut. Pola pita yang sama dengan 
tetua penyumbang karakter unggulnya dihitung 1, 
sedangkan yang tidak sama dengan tetuanya 
dihitung 0. Adapun perhitungan persentase 
kemurnian (Hipi, 2013) sebagai berikut: 
 
                 
  
                                                   
                                     
       
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Hasil pengamatan mutu fisik benih 
menunjukan penampilan benih yang prima, yaitu 
bentuknya homogen, bernas, dan bersih dari 
campuran benih jenis lain. Pengamatan mutu 
fisiologis dilakukan dengan mengamati viabilitas 
benih saat persemaian dan penanaman di rumah 
kaca, seluruh benih tumbuh dengan  baik dan 
serempak.  
Pengujian kualitas DNA dilakukan dengan 
elektroforesis, menggunakan gel agarose yang 
kemudian divisualisasi menggunakan Gel 
documentation (G-box dari Sygene), setelah 
sebelumnya diwarnai dengan 0,2 μg ml-1 larutan 
ethidium bromide selama 30 menit. Hasil pengujian 
kualitas menunjukkan seluruh populasi yang akan 
diamati memiliki DNA yang dapat digunakan untuk 
proses amplifikasi. Konsentrasi yang didapat dari 
hasil isolasi DNA masing-masing populasi berkisar 
antara 235 ng/µl sampai 1675 ng/µl. Pada DNA hasil 
isolasi dilakukan pengenceran (dilusi), agar 
konsentrasi DNA yang akan digunakan untuk proses 
PCR memiliki konsentrasi sama. Konsentrasi yang 
digunakan sesuai dengan kebutuhan proses PCR 
berbasis SSR yaitu 20 ng/µl (Sambrook & Rusel, 
1989). Menurut Dualembang dkk (2009) konsentrasi 
DNA yang diperoleh dari hasil isolasi yang berbeda-
beda, dapat dipengaruhi oleh teknik isolasi yang 
digunakan, cara melakukan ekstraksi DNA, dan 
tingkat keterampilan peneliti dalam proses isolasi.  
Identifikasi kemurnian benih dilakukan 
pada padi generasi F3 yang telah terseleksi. Hasil 
analisis pola pita hasil visualisasi agarose gel pada 
populasi PP-228  ditunjukkan pada Tabel 5. 
Identifikasi dilakukan dengan mengamati pola pita 
DNA pada padi generasi F3 yang disesuaikan dengan 
tetua yang menyumbang karakter yang diharapkan. 
Persentase kemurnian genetik benih dihitung 
berdasarkan jumlah tanaman yang terdeteksi primer 
yang digunakan. 
Jumlah populasi PP (Pandanwangi x PTB33) 
yang diidentifikasi sebanyak 36 tanaman. Analisis 
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molekuler dilakukan dengan menggunakan primer 
Bradbury, yang terpaut dengan gen aromatik serta 
primer SSR yang diduga terpaut dengan gen 
ketahanan terhadap wereng (RM586 dan RM589).  
Marka spesifik Bradbury merupakan marka 
yang paling baik digunakan untuk mendeteksi 
aroma, jika dibandingkan RM223 dan RM515 yang 
juga dapat mendeteksi aroma. Pola pita yang 
dihasilkan marka Bradbury dapat dengan jelas 
memperlihatkan aromatik (257 bp) dan non-
aromatik (355 bp) (Bradbury et al. 2005). Hasil 
amplifikasi DNA untuk primer Bradbury 
menunjukkan keturunan dari persilangan 
Pandanwangi x PTB33 memiliki karakter aroma, 
dimana pola pita DNA 36 keturunannya sama 
dengan karakter tetua Pandanwangi yang memiliki 
karakter aroma dengan PCR product size 257 bp 
(pasang basa; Gambar 1). Adapun perhitungan 
persentase kemurnian populasi IP berdasarkan 
primer Bradbury sebagai berikut: 
 
                          
  
  
      
      
 
PTB33 sebagai tetua jantan (donor) dalam 
persilangan Pandanwangi x PTB33 diharapkan dapat 
mendonorkan karakter ketahanan terhadap wereng. 
Beberapa gen pengendali karakter ketahanan 
terhadap wereng coklat adalah Bph3 dan bph4 dan 
telah diketahui primer RM586 dan RM589 yang 
berasosiasi dengan  gen tersebut (Jena & Mackill, 
2008; Jairin et al., 2007). Hasil visualisasi 
menggunakan primer tersebut menunjukkan seluruh 
populasi PP generasi F3 (36 tanaman) memiliki gen 
ketahanan terhadap wereng (Gambar 2 dan Gambar 
3). Perhitungan persentase kemurnian populasi IP 
berdasarkan ketahanan wereng, sebagai berikut: 
 
                           
  
  
      












Gambar 1.  Hasil visualisasi populasi PP menggunakan primer Bradbury untuk karakter aroma.  
Keterangan: PTB = Tetua PTB33; PW = Tetua Pandanwangi; (a) PP 1-10; (b) PP 11-20; (c) PP 
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Gambar 2. Hasil visualisasi populasi PP menggunakan primer RM586. 
Keterangan: PTB = Tetua PTB33; PW = Tetua Pandanwangi; (a) PP 1-9; (b) PP 10-18; (c) PP 19-










Gambar 3. Hasil visualisasi populasi PP menggunakan primer RM 589. 
Keterangan: PTB = Tetua PTB33; PW = Tetua Pandanwangi; (a) PP 1-9; (b) PP 10-18; (c) PP 19-





Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik 
kesimpulan, yaitu populasi PP memiliki kemurnian 
genetik sebesar 100% berdasarkan karakter aromatik 
dan sebesar 100% berdasarkan karakter ketahanan 
terhadap wereng. Populasi PP memiliki kemurnian 
genetik tinggi berdasarkan karakter yang diharapkan 
sehingga penelitian untuk populasi tersebut dapat 
dilanjutkan. Penelitian selanjutnya diharapkan 
mendukung populasi tersebut untuk dapat dijadikan 
benih sumber varietas unggul, antara lain pengujian 
fenotipik dan daya hasilnya.  
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